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GENES, PROTEI´NAS Y PLA´SMIDOS
aroA:
Gen que codifica para la enzima 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa.
aroB :
Gen que codifica para la enzima 3-dehidroquinato sintasa.
aroC :
Gen que codifica para la enzima corismato sintasa.
aroD :
Gen que codifica para la enzima 3-dehidroquinato deshidratasa.
aroE :
Gen que codifica para la enzima shikimato deshidrogenasa.
aroF:
Isoforma de la enzima 3-deoxi-D-arabinoheptulosonato 7-fosfato sintasa, codificada por el gen
aroF.
aroG:
Isoforma de la enzima 3-deoxi-D-arabinoheptulosonato 7-fosfato sintasa, codificada por el gen
aroG.
aroH:
Isoforma de la enzima 3-deoxi-D-arabinoheptulosonato 7-fosfato sintasa, codificada por el gen
aroH.
aroK:
Gen que codifica para la enzima shikimato cinasa I.
aroL:
Gen que codifica para la enzima shikimato cinasa II.
pkM208:
Pla´smido proveniente del grupo de trabajo del Dr. Kenan Murphy.
ydiB :




Tambie´n conocida por la abreviacio´n de su nombre, E. coli. Se trata de una enterobacteria–la
ma´s estudiada en la actualidad–que ha sido durante mucho tiempo el organismo privilegiado
para la investigacio´n de los mecanismos ba´sicos de la gene´tica molecular. La mayor´ıa de
nuestros conceptos actuales de la biolog´ıa molecular, incluyendo nuestra comprensio´n de la
replicacio´n del ADN, el co´digo gene´tico, la expresio´n ge´nica, y la s´ıntesis de prote´ınas, derivan
de los estudios de en este organismo.
SIGLAS
DNA:(ing).
Deoxyribonucleic Acid, a´cido desoxiribonucleico.
DNTP’s:(ing).
Deoxynucletide triphosphate, deoxinucleo´tido trifosfato.
GYT:




Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (http://www.kegg.jp).
KH2PO4:
Fosfato de potasio mono ba´sico.
LB:
Medio Luria-Bertani (fo´rmula en anexos).
M9:
Medio mı´nimo 9 (fo´rmula en anexos).
NADH:
Dinucleo´tido de nicotinamida y adenina (en su forma reducida).
NCBI:(ing).




Polimerase chain reaction, reaccio´n en cadena de la polimerasa.
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RBS:(ing).
Ribosome Binding Site, sitio de unio´n a ribosoma.
RNA:(ing).
Ribonucleic Acid: A´cido ribonucleico.
TAE:
Solucio´n tampo´n compuesta por tris base, a´cido ace´tico y EDTA.
UTR:(ing).









































1.1. Representacio´n esquema´tica del disen˜o y la ingenier´ıa de un microorganis-
mo para la bios´ıntesis. El disen˜o de un microorganismo para un propo´sito
biosinte´tico en particular implica la seleccio´n de chasis adecuado, bloques de
construccio´n y herramientas de montaje de DNA. El microorganismo disen˜ado
puede entonces ser disen˜ado con estos componentes. La optimizacio´n del sis-
tema de bios´ıntesis se produce por la regulacio´n de la expresio´n ge´nica, y la
mejora de flujo metabo´lico a trave´s de modelado de redes, organizacio´n es-
pacial y el disen˜o de prote´ınas. La integracio´n de estos principios y mejoras
puede dar lugar a un disen˜ado esquema´tico biosinte´tico para la produccio´n de
alto nivel de compuestos valiosos (Quin, 2014). . . . . . . . . . . . . . . . . . 17
2.1. Los termorreguladores de RNA son estructuras localizadas en la regio´n 5’ UTR
de algunos RNA mensajeros. Debido a la complementariedad nucleot´ıdica,
dichos forman estructuras secundarias en las cuales queda secuestrado el sitio
de unio´n a ribosoma (RBS), evitando a que e´ste realice la traduccio´n. Sin
embargo, al aumentar la temperatura estas estructuras se destruyen hasta
liberar el RBS lleva´ndose a cabo la traduccio´n molecular. . . . . . . . . . . . 24
2.2. A.Estructuras del a´cido shik´ımico y Oseltamivir B. S´ıntesis qu´ımica del Osel-
tamivir usando el a´cido shik´ımico como precursor (Ghosh, 2012). . . . . . . . 27
2.3. S´ıntesis qu´ımica del a´cido shik´ımico mediante la reaccio´n Diels-Alder (Smiss-
man, 1959) con base en (Ghosh, 2012). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28
3.1. En esta figura se representa el enfoque propuesto. 1) La etapa de produccio´n
de biomasa, en la cual se usara´ una temperatura de 37◦C que permitira´ la
traduccio´n a la enzima clave, que subsecuentemente dirigira´ el flujo metabo´lico
a las funciones vitales. 2) La etapa de produccio´n del shikimato, en la cual se
usara´ una temperatura de 25◦C en la cual la enzima clave estara´ ausente, de
esta forma se obtendra´ la acumulacio´n del shikimato. . . . . . . . . . . . . . 31
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4.1. En esta figura observamos la estructura general de las piezas que fueron di-
sen˜adas para la construccio´n de la cepa. A)Pieza que codifica para una pro-
te´ına amarillo fluorescente con sitios de homolog´ıa para el gen silvestre aroL.
B)Gen sinte´tico aroL controlado por el termorregulador U6––el cual traba-
ja en un rango de temperaturas de 25◦C a 37◦C aproximadamente (Neupert,
2009)––, con el cual podemos controlar la tasa de traduccio´n en respuesta a
los cambios de temperatura. Dicho gen cuenta con sitios de homolog´ıa compa-
tibles con el gen silvestre pkyF. C)Pieza sinte´tica que cuenta con una regio´n
separadora flanqueada por dos terminadores de la transcripcio´n u´tiles para
provocar un silenciamiento en el gen silvestre aroK.
Todas las piezas cuentan con las regiones:
EX:Estas secuencias ha sido disen˜adas para la produccio´n de fragmentos li-
neales del gen sinte´tico––clonado en el pla´smido pUC57––por medio de una
PCR (Estas secuencias son totalmente sinte´ticas y no se encuentran en el ge-
noma de E.coli).
RH:Secuencias de homolog´ıa. Estas son necesarias para llevar a cabo la re-
combinacio´n sitio espec´ıfica.
ID:Secuencias u´tiles para la identificacio´n de la pieza ya integrada en el ge-
noma de manera sitio-espec´ıfica, por medio de una PCR (estas secuencias son
totalmente sinte´ticas y no se encuentran en el genoma de E.coli).
TT:Terminador de la transcripcio´n. Se utilizaron dos, uno al inicio y otro al
final; el que se encuentra al inicio tiene como finalidad evitar un cambio en el
marco de lectura. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 35
4.2. Diagrama general de la construccio´n de la cepa modificada gene´ticamente.
A.Transformacio´n de E. coli con el pla´smido pKM208, dicho codifica para una
triada de enzimas que permiten la integracio´n de fragmentos lineales.
B.Realizacio´n de una PCR a los pla´smidos que contienen las secuencias di-
sen˜adas con el fin de redirigir el flujo metabo´lico, para obtener un gran nu´mero
de copias lineales.
C.Integracio´n de los fragmentos lineales al genoma de E. coli mediada por la
induccio´n del pla´smido pKM208.
D.Extraccio´n de DNA geno´mico y comprobacio´n de la integracio´n de las pie-
zas por medio de una PCR dirigida al antes mencionado.
E.Comprobacio´n de la existencia de los amplicones esperados por medio de
una electroforesis en gel de agarosa. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36
5.1. Resultado de PCR in silico dirigido al genoma de Escherichia coli. . . . . . . 47
5.2. Gel de electroforesis al 0.8% de agarosa ten˜ido con GelRed 6x (GenScript).
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pla´smidos: pKM208, pUC57-YFP, pUC57-aroL y pUC57-aroK. . . . . . . . . 54
5.3. Gel de electroforesis al 1.5% de agarosa ten˜ido con GelRed 6x (GenScript).
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Resumen
Albert Issac Lerma Escalera
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Fecha de graduacio´n: Mayo, 2016.
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log´ıa Aplicada
T´ıtulo del estudio: Regulacio´n del flujo metabo´lico en Escherichia coli mediante el uso
de termorreguladores de RNA, para incrementar la produccio´n de un precursor terape´utico
(Shikimato).
A´rea de Estudio: Biolog´ıa Sinte´tica
Nu´mero de pa´ginas: 73
Propo´sito y me´todo del estudio:Actualmente existe un gran intere´s por la manufactura
de muchos productos biolo´gicos con alto intere´s econo´mico en industrias que var´ıan desde
la farmace´utica hasta la agr´ıcola, los cuales, debido a su demanda en aumento, se esta´n
buscando nuevos procedimientos que nos permitan obtener ciertas caracter´ısticas deseadas.
Entre estas caracter´ısticas encontramos un incremento en la produccio´n, una reduccio´n en
los costos econo´micos, y que dichos procesos tengan un menor impacto al medio ambiente. A
consecuencia de esto, se han propuesto procesos en microorganismos, empero, no todos los
metabolitos pueden ser producidos en estos fa´cilmente. La regulacio´n del flujo metabo´lico de
manera sinte´tica viene de la necesidad de maximizar la produccio´n de ciertos metabolitos de
intere´s, los cuales en la actualidad, carecen de una s´ıntesis o´ptima debido a la naturaleza del
metabolito y el papel que desarrolla en el organismo.
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Contribuciones y conclusiones:La idea principal de este trabajo consiste en controlar el
flujo metabo´lico mediante el uso de termorreguladores de RNA–pequen˜os fragmentos de RNA
que regulan la traduccio´n mediante los cambios de temperatura–para incrementar la produc-
cio´n del a´cido shik´ımico, debido a que el empleo de tales nos permite controlar el uso de la
fuente de carbono para el crecimiento en biomasa o para la s´ıntesis de nuestro metabolito de
intere´s. De tal forma se pueden obtener las condiciones necesarias para un mejor rendimiento.
En este trabajo se realizaron las transformaciones de la secuencias disen˜adas que emplean
el uso de termorreguladores de RNA para la regulacio´n de flujo metabo´lico, obteniendo una
cepa capaz de regular el consumo de glucosa mediante los cambios de temperatura. En el
presente trabajo obtenemos una aumento en la produccio´n de shikimato de un 33% en la cepa
modificada con respecto a la cepa control, e´sto como causa del control del flujo metabo´lico




Desde los inicios de la civilizacio´n se ha recurrido a la biotecnolog´ıa para la obtencio´n de
productos de origen biolo´gico con alto intere´s econo´mico. En la actualidad dichos produc-
tos tienen una gran importancia en industrias como la alimenticia, farmace´utica, ganadera,
agr´ıcola y energe´tica. Sin embargo, debido a la demanda en aumento de estos productos se
esta´n buscando nuevos procedimientos que nos permitan un incremento en la produccio´n,
una reduccio´n en los costos econo´micos, y que dichos procesos tengan un menor impacto al
medio ambiente (Buchholzt et al., 2014).
Los procesos biotecnolo´gicos han evolucionado considerablemente a trave´s del tiempo. En
sus or´ıgenes e´stos eran llevados a cabo por medio de conocimientos emp´ıricos, es decir, en
la mayor´ıa se conoc´ıan las condiciones en las que podr´ıamos producir nuestro metabolito
de intere´s, sin embargo, no ten´ıamos el conocimiento de como ocurr´ıan estos, lo que nos
limitaba a llevar a cabo procesos ya establecidos por an˜os sin realizar modificaciones que pu-
dieran favorecerles. Con el paso de los an˜os, a´reas como la bioqu´ımica y la biolog´ıa molecular
nos permitieron conocer un poco ma´s sobre co´mo funcionaban los organismos vivos, lo que
ocasiono´ poder entender dichos procesos (Quin et al., 2014).
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Gracias a los conocimientos relacionados con el funcionamiento de los microorganismos y de-
bido a un aumento de la demanda para la produccio´n ra´pida y barata de diferentes mole´culas
microbianas en un entorno industrial e´stos microbios han sido adaptados para la produccio´n
de compuestos u´tiles. Incluso, actualmente e´stos pueden ser disen˜ados y fabricados para un
propo´sito en especial, gracias a los avances recientes en la secuenciacio´n del genoma, la in-
genier´ıa metabo´lica y la biolog´ıa sinte´tica. Los procesos metabo´licos pueden ser optimizados
para aumentar la produccio´n y/o mantener el flujo en equilibrio. Se esta´ avanzando hacia
el disen˜o y creacio´n de microbios totalmente sinte´ticos para propo´sitos biosinte´ticos. Juntas,
estas tecnolog´ıas emergentes facilitara´n la produccio´n de microorganismos de disen˜o para la
bios´ıntesis (Quin et al., 2014; Stephanopoulos, 1999).
Puede sonar un poco descabellado imaginar un mundo donde microorganismos producen la
electricidad que ilumina nuestros hogares y escuelas, el combustible que se utiliza en nuestros
coches, los productos farmace´uticos que nos mantienen sanos y los alimentos que comemos,
sin embargo, muchas de estas aplicaciones ya esta´n a nuestro alcance (Smid et al., 2010; Lo-
vley, 2012; Giddings et al., 2013; Lan et al., 2013). Los microorganismos son una plataforma
u´til para la bios´ıntesis de productos deseables, evidenciado por su larga historia de adap-
tacio´n para las industrias alimentaria y farmace´utica. E´stos, crecen ra´pidamente en fuentes
de carbono relativamente baratas, el taman˜o del cultivo puede ser fa´cilmente escalable para
aumentar la produccio´n y los procesos metabo´licos naturales de microorganismos pueden ser
aprovechados para producir cantidades significativas de compuestos u´tiles (Buchholzt et al.,
2014). Por lo tanto, no es sorprendente que metabolitos primarios microbianos (por ejemplo
vitaminas, nucleo´tidos, etanol y a´cidos orga´nicos) y metabolitos secundarios (por ejemplo,
antibio´ticos, compuestos reductores del colesterol y compuestos antitumorales) tengan un
valor de mercado mundial de varios miles de millones de do´lares (Singh, 2010).
Sin embargo, la biotecnolog´ıa industrial microbiana no ha estado exenta de inconvenientes.
Tradicionalmente, los rendimientos y repertorio de productos se limitan a la capacidad na-
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tural de las v´ıas de bios´ıntesis microbiana existentes. Este problema ha sido parcialmente
abordado mediante la exploracio´n de la diversidad microbiana de encontrar otras especies
que han tenido que evolucionar para ser ma´s eficientes en la produccio´n de uno o varios
compuestos en particular (Thornburg, 2010), empero, las condiciones de laboratorio para el
cultivo de los microbios recientemente descubiertas a menudo requieren la optimizacio´n ex-
tensa, y la caracterizacio´n de las v´ıas biosinte´ticas responsables de producir los metabolitos
de intere´s es un proceso que consume tiempo. Por lo tanto, estas medidas so´lo han proporcio-
nado una solucio´n provisional y temporal al reto de ser capaces de manipular totalmente la
produccio´n biosinte´tica de una amplia gama de productos deseables y valiosos sobre demanda
(Quin, 2014).
Con el amanecer de la era postgeno´mica se produjo un cambio revolucionario en la forma en
que entendemos y vemos rutas biosinte´ticas microbianas (Gross, 2009). Una gran cantidad
de informacio´n sobre el genoma microbiano esta´ disponible a trave´s de bases de datos como
NCBI, GenomeNet, y JGI. Junto con nuestro conocimiento bioqu´ımico de la funcio´n de la
enzima, y nuestra capacidad para sintetizar DNA a partir de cero, tenemos un conjunto de
herramientas de gran alcance para el descubrimiento y disen˜o de nuevas redes biosinte´ticas
(Sagt, 2013). La u´ltima de´cada ha sido testigo de incre´ıbles avances en nuestra capacidad
de adaptar las enzimas microbianas y los procesos metabo´licos para nuestros propo´sitos,
gracias a los avances en los campos de la ingenier´ıa metabo´lica, la evolucio´n de la enzima,
y la biolog´ıa sinte´tica (Bornscheuer et al., 2012; Bar-Even, 2013; Wang et al., 2013). Ahora,
podemos programar fa´bricas microbianas mediante la combinacio´n de diversas enzimas en un
hue´sped hetero´logo para producir compuestos que antes eran inalcanzables (Lee et al, 2012).
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Nuevas y preexistentes v´ıas metabo´licas pueden ser optimizadas por medio de un control
estricto sobre la expresio´n de las enzimas involucradas en la ruta de intere´s (Boyle et al,
2012). Incluso tenemos la capacidad de crear ma´s alla´ de lo dispuesto por la naturaleza con
el advenimiento de te´cnicas como la ingenier´ıa de novo de enzimas para llevar a cabo reac-
ciones no naturales (Golynskiy et al., 2010), y la construccio´n de las ce´lulas bacterianas con
genomas mı´nimos y sinte´ticos (Gibson et al., 2010).
La ingenier´ıa metabo´lica es la mejora dirigida de las propiedades celulares a trave´s de la
modificacio´n de las reacciones bioqu´ımicas espec´ıficas o la introduccio´n de otras nuevas, con
el uso de tecnolog´ıa de DNA recombinante. Como tal, la ingenier´ıa metabo´lica enfatiza la
modificacio´n de las v´ıas metabo´licas y se basa en los flujos metabo´licos como determinantes
de la fisiolog´ıa celular y medidas de control metabo´lico. La combinacio´n de me´todos anal´ıticos
para cuantificar los flujos y su control con te´cnicas de biolog´ıa molecular para implementar
modificaciones gene´ticas es la esencia de la ingenier´ıa metabo´lica (Andrianantoandro et al.,
2006).
Hoy en d´ıa la ingenier´ıa metabo´lica nos brinda un gran nu´mero de herramientas que nos
permiten el mejoramiento en la produccio´n de un metabolito de intere´s. Sin embargo, es de
suma importancia la eleccio´n adecuada de las metodolog´ıas a emplear, ya que var´ıan depen-
diendo del origen y tipo de metabolito que deseamos producir (Keasling, 2010). Un obsta´culo
se encuentra comu´nmente en la optimizacio´n del flujo metabo´lico con el fin de maximizar
los rendimientos. Los cuellos de botella pueden ser causados por suministro insuficiente del
precursor o la actividad enzima´tica subo´ptima. Una gran cantidad de herramientas y te´cni-
cas esta´n disponibles para eludir estos problemas, incluyendo el ana´lisis de flujo metabo´lico,
visualizacio´n de la red, el modelado de prote´ınas y el disen˜o, y la organizacio´n espacial de
las v´ıas (Delebecque et al., 2011; Mills et al., 2013; Poblete-Castro et al., 2013; Wang et al.,
2013).
Con la aparicio´n de la biolog´ıa sinte´tica se ha revolucionado la forma en la que idealizamos y
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Figura 1.1: Representacio´n esquema´tica del disen˜o y la ingenier´ıa de un microorganismo para la bios´ıntesis.
El disen˜o de un microorganismo para un propo´sito biosinte´tico en particular implica la seleccio´n de chasis
adecuado, bloques de construccio´n y herramientas de montaje de DNA. El microorganismo disen˜ado puede
entonces ser disen˜ado con estos componentes. La optimizacio´n del sistema de bios´ıntesis se produce por la
regulacio´n de la expresio´n ge´nica, y la mejora de flujo metabo´lico a trave´s de modelado de redes, organizacio´n
espacial y el disen˜o de prote´ınas. La integracio´n de estos principios y mejoras puede dar lugar a un disen˜ado
esquema´tico biosinte´tico para la produccio´n de alto nivel de compuestos valiosos (Quin, 2014).
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empleamos la ingenier´ıa en lo sistemas biolo´gicos. (Andrianantoandro et al., 2006) Ya que se
enfoca en la expresio´n y regulacio´n de genes para proporcionar nuevas funciones o haciendo
mas eficientes las ya existentes, combinando modelos de los dispositivos gene´ticos generados
cada vez ma´s realistas (Figura 1.1).
El escenario ideal ser´ıa la creacio´n de una fa´brica microbiana perfecta desde cero, sin la nece-
sidad de modificar u optimizar sistemas ya existentes. El progreso hacia este objetivo ya se ha
hecho con el desarrollo deMycoplasma mycoides, el primer microbio con un genoma sintetiza-
do qu´ımicamente (Gibson et al, 2010). Varios an˜os de intensa investigacio´n fueron necesarios
para producir este microbio (Glass, 2012), tiempo durante el cual se crearon las te´cnicas
avanzadas de trasplante de genoma (Lartigue et al., 2007) y el montaje del genoma (Gibson
et al, 2009), y desde entonces han sido aplicados en la ingenier´ıa de otros sistemas (Noskov
et al. 2009) . Por otra parte, los esfuerzos para modelar el requisito mı´nimo del genoma de
un microbio han estado en curso desde hace varios an˜os, y podr´ıan conducir al desarrollo de
fa´bricas de ce´lulas minimizadas altamente eficientes para un propo´sito determinado (Gil et
al., 2004; Hashimoto et al., 2005; Shuler, 2012). De igual forma, se han creado sistemas libres
de ce´lulas abstractos, utilizando conjuntos de a´cidos grasos y de liposomas para albergar los
componentes mı´nimos de la vida, la racionalizacio´n de nuevas v´ıas de produccio´n (Bud´ın
et al., 2012). Si bien estos avances son muy prometedores para la biotecnolog´ıa microbiana,
actualmente tiene una comprensio´n limitada de las redes metabo´licas celulares necesarias, y
nos enfrentamos a muchos desaf´ıos en la creacio´n de microbios sinte´ticos (Porcar et al., 2011).
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Actualmente se ha logrado utilizar la biolog´ıa sinte´tica para la regulacio´n de genes, que a
su vez controlan la produccio´n de prote´ınas. La regulacio´n de la expresio´n ge´nica es uno de
los elementos de control clave para cualquier v´ıa de bios´ıntesis microbiana manipulada, y es
necesaria para garantizar una expresio´n suficiente de las enzimas, para evitar la colocacio´n de
carga metabo´lica excesiva en el hospedero, y para optimizar el flujo metabo´lico. La prediccio´n
y el modelado de la fuerza de los promotores y elementos reguladores (Rhodius et al., 2012;
Salis et al, 2009) ofrece un enfoque in silico para la armonizacio´n de circuitos metabo´licos.
La creacio´n de bibliotecas de promotores y regiones reguladoras aportan un nuevo nivel de
diversidad que puede ser u´til para la expresio´n optimizada de una ruta biosinte´tica (Blount
et al., 2009).
Por otro lado, no se ha logrado tener el control del metabolismo de manera sinte´tica para po-
der dirigir el flujo metabo´lico, lo que da como resultado un mayor control y la maximizacio´n
en la produccio´n en un proceso biotecnolo´gico (Stephanopoulos, 2012). La importancia de
poder llevar acabo la regulacio´n del flujo metabo´lico de manera sinte´tica viene de la necesidad
de maximizar la produccio´n de ciertos metabolitos de alto intere´s, sin embargo su produccio´n
actual no es la o´ptima debido a la naturaleza del metabolito y el papel que desarrolla en el
organismo que se produce.
Un ejemplo de lo anteriormente mencionado es el a´cido shik´ımico, el cual es un metabolito de
alto valor farmace´utico, alimenticio y cosme´tico. Dicho compuesto se produce actualmente por
medio de extractos de algunas plantas, sin embargo este compuesto tambie´n es producido por
algunas bacterias. Actualmente la forma ma´s popular para obtener el a´cido shik´ımico es de
Illicium anisatum, nombre cient´ıfico del an´ıs estrella. Sin embargo, este proceso es complicado
y requiere de compuestos como metanol, formaldeh´ıdo y tolueno a altas temperaturas, lo que
lo hace un proceso peligroso. Debido a las complicaciones del proceso, el ritmo actual de la
produccio´n del fa´rmaco se ve afectado (Bradley, 2005; Basili & Franzini, 2006).
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Por tales razones se buscan nuevas formas para obtencio´n del a´cido shik´ımico, las cuales
sean ma´s simples y tengan un impacto mı´nimo en el medio ambiente; buscando siempre un
aumento en la produccio´n. En Escherichia coli el a´cido shik´ımico juega un rol importante
debido a que es precursor en la produccio´n de aminoa´cidos aroma´ticos, los cuales son esen-
ciales para la generacio´n de prote´ınas, tanto estructurales como funcionales, las cuales llevan
a cabo procesos vitales para la ce´lula (Escalante, 2010).
Los termorreguladores de RNA (o termo´metros de RNA) son sensores te´rmicos de RNA
que controlan la traduccio´n por medio de cambios en la temperatura. Termo´metros de RNA
sinte´ticos son ampliamente aplicables tanto en la investigacio´n ba´sica, como en la biotecno-
log´ıa. Ellos representan herramientas sencillas, de taman˜o mı´nimo para inducir o reprimir
transgenes, y expresar controladamente genes endo´genos (Neupert, 2009).
La idea principal de e´ste trabajo consiste en el uso de termorreguladores de RNA––pequen˜os
fragmentos de RNA que regulan la traduccio´n mediante los cambios de temperatura––para
incrementar la produccio´n del a´cido shik´ımico, debido a que el empleo de tales nos permite
controlar el uso de la fuente de carbono para el crecimiento en biomasa o para la produccio´n
de nuestro metabolito de intere´s. De tal forma se pueden obtener las condiciones necesarias





Las caracter´ısticas y funciones de los organismos son producto de una regulada red de miles
de reacciones qu´ımicas, las cuales son catalizadas por enzimas. Dichas caracter´ısticas son
utilizadas por el humano para lograr importantes aplicaciones pra´cticas, no obstante estas
redes metabo´licas evolucionaron en un entorno natural y muchas veces no esta´n optimizadas
para lograr los objetivos deseados (Bailey, 1991).
La ingenier´ıa metabo´lica tiene como objetivo la optimizacio´n del metabolismo nativo con la
finalidad de lograr de manera eficiente la produccio´n de caracter´ısticas, funciones o metabo-
litos de intere´s. Dicha a´rea de estudio emplea herramientas moleculares y bioqu´ımicas para
el mejoramiento en reacciones espec´ıficas del metabolismo; ya sea an˜adiendo nuevos interme-
diarios en las rutas metabo´licas ya existentes, modificando la regulacio´n de las mismas, o por
medio de la creacio´n de rutas totalmente nuevas (Stephanopoulos, 2012). Para lograr dicho
objetivo, se emplean estrategias como la adicio´n de genes no existentes, la sobre expresio´n y/o
silenciamiento de genes nativos, que posteriormente causan un cambio en el flujo metabo´lico,
produciendo la cantidad o´ptima de metabolitos de intere´s. Estos cambios son determinados
de manera cuantitativa mediante la estimacio´n del cambio en el flujo metabo´lico hacia la
produccio´n de ciertos metabolitos que son necesarios para dichas propiedades deseadas. En
resumen, la esencia de la ingenier´ıa metabo´lica es la combinacio´n de me´todos anal´ıticos pa-
ra cuantificar el flujo metabo´lico y su modificacio´n mediante te´cnicas de biolog´ıa molecular
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(Stephanopoulos et al., 1999; Stephanopoulos, 2012).
Se ha atribuido gran potencial a la ingenier´ıa metabo´lica para la produccio´n de sustancias
de gran intere´s utilizando sustratos simples, fa´cilmente disponibles y de bajo costo. La pro-
duccio´n natural de estos compuestos en microorganismos ha ido sustituyendo los procesos
actuales de produccio´n que se derivan del uso de recursos no renovables o recursos naturales
limitados (Keasling, 2010).
2.2. Biolog´ıa sinte´tica
Siendo un a´rea emergente no se tiene una definicio´n concreta de la biolog´ıa sinte´tica, sin
embargo podr´ıamos considerarla como el a´rea de estudio que se enfoca en la expresio´n y
regulacio´n de genes exo´genos para proporcionar nuevas funciones a organismos que original-
mente no las poseen, y la aplicacio´n de los principios de la ingenier´ıa sobre los sistemas vivos.
El origen de la biolog´ıa sinte´tica no esta bien establecido, algunos investigadores consideran
que e´sta surge de la accesibilidad y eficiencia en la s´ıntesis qu´ımica del DNA, otros argumentan
que la construccio´n del primer contador gene´tico y el primer interruptor gene´tico fueron
el parteaguas para el nacimiento de e´sta a´rea. (Stephanopoulos, 2012) A pesar que con
los ya mencionados acontecimientos no se puede establecer a ciencia exacta el origen de la
biolog´ıa sinte´tica, ambos son una parte fundamental de ella, ya que la produccio´n de diversos
y complejos circuitos gene´ticos regulados de manera precisa, en parte, son un fruto de la
accesibilidad en la s´ıntesis qu´ımica de DNA.
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Se puede mencionar que esta tecnolog´ıa es distinta a la biotecnolog´ıa, ya que esta solo se
enfoca en la modificacio´n de organismos ya existentes desde un punto de vista emp´ırico y
tradicional haciendo uso de la ingenier´ıa gene´tica, en donde parado´jicamente es llamada in-
genier´ıa sin poseer un aspecto ingenieril cuantificable, un aspecto que se intenta ensamblar
dentro de la biolog´ıa sinte´tica otorga´ndole mayor precisio´n al disen˜o biolo´gico (Pleiss, 2006).
Los bio´logos sinte´ticos se catalogan en dos clases principalmente, una clase utiliza mole´culas
artificiales para reproducir ciertos comportamientos emergentes de la biolog´ıa natural pa-
ra el desarrollo de vida artificial, en donde a esta a´rea se le conoce tambie´n como biolog´ıa
inorga´nica. El otro enfoque es la utilizacio´n de piezas gene´ticas intercambiables provenientes
de organismos naturales para ensamblarlas dentro de sistemas biolo´gicos y que funcionen
artificialmente fuera del organismo original (Pleiss, 2006).
Es un campo aun en desarrollo que podr´ıa adoptar una estructura que resultar´ıa extremada-
mente exitosa en la historia de la industria ya que los beneficios potenciales de e´ste campo
son enormes, en donde pra´cticamente abarcar´ıa un mercado potencial ma´s amplio que el
de la biotecnolog´ıa. Es un enfoque con un gran futuro por su cara´cter unificador generando
as´ı cada vez ma´s desarrollo biolo´gico-tecnolo´gico, un enfoque cuantitativo y organizado que
representa una nueva a´rea de oportunidad con un mundo enorme de aplicaciones (Pleiss,
2006).
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2.3. Termorreguladores de RNA
Los termorreguladores de RNA (o termo´metros de RNA) son sensores te´rmicos de RNA que
controlan la traduccio´n por medio de cambios en la temperatura. Se basan en un principio
simple: solo ocurre la traduccio´n al alcanzar la temperatura de fusio´n que permite elimi-
nar las estructuras secundarias que forman en la regio´n no traducida 5’ de RNA, ya que
a temperaturas bajas dichas estructuras evitan, por topolog´ıa, que el ribosoma se una a la
regio´n Shine-Delgarno, de esta manera evita que el RNA mensajero sea traducido (Figura
2.1). Al igual que los riboswitches, el termorregulador depende de las atracciones generadas
por sus propias secuencias, sin embargo como ventaja los termorreguladores no dependen
de la interaccio´n con ligandos para inducir un cambio en su conformacio´n, ya que estos so-
lo dependen de los cambios de temperaturas para lograr lo antes mencionado (Neupert, 2009).
Figura 2.1: Los termorreguladores de RNA son estructuras localizadas en la regio´n 5’ UTR de algunos
RNA mensajeros. Debido a la complementariedad nucleot´ıdica, dichos forman estructuras secundarias en las
cuales queda secuestrado el sitio de unio´n a ribosoma (RBS), evitando a que e´ste realice la traduccio´n. Sin
embargo, al aumentar la temperatura estas estructuras se destruyen hasta liberar el RBS lleva´ndose a cabo
la traduccio´n molecular.
De manera natural podemos encontrar a los termo´metros de RNA en los procesos biolo´gicos
controlados, a los que con sensatez deben ser regulados en respuesta a cambios de tempe-
ratura, esto incluye las respuestas de choque te´rmico bacterianas (Morita et al., 1999). En
contra parte, se ha empezado a realizar el disen˜o de novo de los termorreguladores de manera
sencilla, mediante el ca´lculo de la topolog´ıa y los cambios provocados que sufren debido a
la temperatura, por medio de modelos basados en la secuencia primaria del RNA. Como
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ejemplo encontramos los disen˜ados por Neupert, estos se ubican sobre la secuencia de unio´n
al ribosoma (regio´n Shine-Dalgarno) y permiten la traduccio´n a partir de temperaturas es-
pec´ıficas. Entre ellos se encuentra el llamado U6, que a una temperatura de 37◦C permite la
traduccio´n. E´ste fue elegido para utilizarse en el presente trabajo (Neupert, 2009).
Termo´metros de RNA sinte´ticos son ampliamente aplicables tanto en la investigacio´n ba´si-
ca, como en la biotecnolog´ıa. Ellos representan herramientas sencillas, de taman˜o mı´nimo
para inducir o reprimir, no so´lo transgenes, si no tambie´n la expresio´n controlada de genes
endo´genos (Neupert, 2009).
2.4. Shikimato
El shikimato es un metabolito intermediario involucrado en la s´ıntesis de algunos aminoa´cidos.
Debido a sus caracter´ısticas es de suma importancia en la industria alimentaria y farmace´uti-
ca. Actualmente es usado como materia prima para la s´ıntesis del oseltamivir, el cual es un
anti-viral empleado para contrarrestar la influenza (Bradley, 2005).
Actualmente la forma ma´s popular para obtener el a´cido shik´ımico es de Illicium anisatum,
nombre cient´ıfico de an´ıs estrella. Posteriormente mediante s´ıntesis qu´ımica el a´cido shik´ımico
es convertido al oseltamivir. Sin embargo, este proceso es complicado y requiere de compues-
tos como metanol, formaldeh´ıdo y tolueno a altas temperaturas, lo que lo hace un proceso
peligroso. Debido a las complicaciones del proceso, el ritmo actual de la produccio´n del fa´rma-
co se ve afectado. De tal forma que se estima que se necesitar´ıa una de´cada para producir lo
suficiente para tratar al 20% de la poblacio´n mundial (Bradley, 2005; Basili & Franzini, 2006).
Por tales razones se buscan nuevas formas para obtencio´n del a´cido shik´ımico–abordadas en
los siguientes subcap´ıtulos–, las cuales sean ma´s simples y tengan un impacto mı´nimo en el
medio ambiente; buscando siempre un aumento en la produccio´n.
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2.4.1. Shikimato como materia prima para la produccio´n de Osel-
tamivir
La influenza es una enfermedad respiratoria altamente infecciosa de origen v´ırico, la cual es
responsable de una gran tasa de morbilidad y mortalidad debido a las epidemias anuales y a
las pandemias inesperadas (Kuri-Morales, 2006; Magano, 2009).
Se estima que entre un 10% y 20% de la poblacio´n de Estados Unidos es afectada por esta
enfermedad, lo que ocasiona aproximadamente 110,000 hospitalizaciones y 20,000 defuncio-
nes al an˜o. Esto resulta en un gasto econo´mico estimado de 12 billones de do´lares anuales
(Magano, 2009).La influenza estacional se distribuye mundialmente durante todo el an˜o––con
preferencia en los meses de invierno––afectando un gran sector poblacional del pa´ıs debido a
la facilidad de contagio, la cual representa un problema prioritario (Kuri-Morales 2006).
Tan solo en Me´xico la tendencia actual de casos de influenza se han incrementado 3 veces en
comparacio´n al an˜o pasado (Secretar´ıa de Salud de Me´xico, 2016). Debido a esto es de suma
importancia la prevencio´n de la influenza por medio de la vacunacio´n. Sin embargo—debido
a complicaciones como la insuficiencia del tiempo necesario para vacunar a la mayor´ıa de la
poblacio´n y el corto tiempo del efecto de las vacunas, aunado a que es imposible precisar los
tiempos para predecir una pro´xima aparicio´n de pandemia—es de vital importancia saber
que una pandemia de influenza podr´ıa comprometer la eficacia de atencio´n a la salud, por lo
tanto es necesario tener una capacidad de respuesta adecuada (Kuri-Morales, 2006).
Como una alternativa a las vacunas contra la influenza se emplean principalmente el uso
de antivirales que van dirigidos a la inhibicio´n de la neuroamidasa. Como principal ejemplo
tenemos el Oseltamivir (Tamiflu)(Fig. 2.2a), el cual es sintetizado a partir del a´cido shik´ımico
(a´cido 3,4,5-trihidroxil-1-ciclohexen-1-carbox´ılico) (Fig. 2.2a) (Magano, 2009; Ghosh, 2012).
Debido a sus caracter´ısticas, el a´cido shik´ımico es un atractivo precursor para la manufac-
tura de una amplia gama de compuestos con alto valor comercial. Dentro de esta gama de
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compuestos se encuentran fa´rmacos como el Oseltamivir (Fig.2.2b) (Abrecht, 2004).
Figura 2.2: A.Estructuras del a´cido shik´ımico y Oseltamivir B. S´ıntesis qu´ımica del Oseltamivir usando el
a´cido shik´ımico como precursor (Ghosh, 2012).
Debido a que el a´cido shik´ımico esta´ involucrado en la s´ıntesis de los aminoa´cidos aroma´ticos
en plantas (Herrmann, 1999), la produccio´n actual se lleva a cabo principalmente median-
te extracciones de semillas de algunas plantas—siendo la ma´s relevante Illicium anisatum
(Ghosh2012). Sin embargo, este proceso presenta algunas desventajas, entre las cuales se en-
cuentran un mayor tiempo de produccio´n, alto impacto ambiental y bajo rendimiento—–1kg
de a´cido shik´ımico por cada 30kg de semillas de I. anisatum (Ohira, 2009). Otra metodo-
log´ıa para la obtencio´n de a´cido shik´ımico es mediante su s´ıntesis qu´ımica—reportada por
primera vez en los an˜os 60 mediante la reaccio´n Diels-Alder (Fig.2.3) (Ghosh,2012)—–, sin
embargo su tasa de produccio´n es relativamente baja—se han reportado rendimientos entre
el 15% y 55% (Ghosh, 2012)–—y la metodolog´ıa es demasiado costosa para implementarla
comercialmente (Raghavendra, 2009).
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Figura 2.3: S´ıntesis qu´ımica del a´cido shik´ımico mediante la reaccio´n Diels-Alder (Smissman, 1959) con
base en (Ghosh, 2012).
Por lo anteriormente mencionado, es necesario buscar nuevas alternativas para la produc-
cio´n de a´cido shik´ımico. El uso de microorganimos para la produccio´n de este metabolito ha
ido en aumento debido a su fa´cil produccio´n. Escherichia coli ha sido modificada gene´tica-
mente—mediante la sobre-expresio´n o remocio´n de genes involucrados en la v´ıa metabo´lica
del shikimato—para su implementacio´n en la sobreproduccio´n del shikimato (Ghosh, 2012).
Sin embargo, su produccio´n de e´ste esta involucrado directamente con la bios´ıntesis de los
aminoa´cidos aroma´ticos, dichas modificaciones causan una dependencia a e´stos—elevando
los costos debido a que los aminoa´cidos tienen que incluirse en el medio.
2.4.2. Produccio´n de a´cido shik´ımico en Escherichia coli
Escherichia coli y muchos otros microorganismos sintetizan metabolitos aroma´ticos a par-
tir de la v´ıa del shikimato, que inicia con la reaccio´n de condensacio´n del fosfoenolpiruvato
y de la eritrosa-4-fosfato, intermediarios de la glico´lisis y de la v´ıa de las pentosas fosfa-
to, respectivamente, para formar 3-deoxi-D-arabino heptulosonato 7-fosfato. Esta primera
reaccio´n de la v´ıa del shikimato, es catalizada en E. coli por cada una de las tres isofor-
mas de la enzima 3-deoxi-D-arabinoheptulosonato 7-fosfato sintasa, AroF, AroG y AroH,
codificadas por los genes aroG, aroF y aroH, respectivamente. Estos genes esta´n sujetos a
control transcripcional y aloste´rico por la fenilalanina, tirosina y triptofano, respectivamen-
te. El 3-deoxi-D-arabinoheptulosonato 7-fosfato es convertido a 3-dehidroquinato, por accio´n
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de la enzima 3-dehidroquinato sintasa, codificada por el gen aroB. El 3-dehidroquinato es
deshidratado para producir 3-dehidroshikimato por accio´n de la enzima 3-dehidroquinato
deshidratasa, codificada por el gen aroD. El 3-dehidroquinato es reducido a shikimato con
el consumo de NADH por la enzima shikimato deshidrogenasa, codificada por la enzima
aroE. El shikimato es convertido a shikimato-3-P, por las enzimas Shikimato cinasa I y II,
codificadas respectivamente por los genes aroK y aroL. El shikimato-3-P es convertido a 5-
enolpiruvilshikimato-3-fosfato, por la enzima 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintasa, codi-
ficada por el gen aroA. Este u´ltimo intermediario es convertido a corismato por la enzima
corismato sintasa, codificada por el gen aroC. El corismato es un precursor comu´n para la
s´ıntesis de metabolitos aroma´ticos primarios y de diversos metabolitos aroma´ticos secunda-
rios (Herrmann et al., 1999; Escalante et al., 2010).
Realizando un ana´lisis de la literatura observamos que la mayor´ıa de las estrategias par
acumular el shikimato se basan en la eliminacio´n de los genes aroK y aroL, entre otros, sin
embargo con estas estrategias la cepa es dependiente de aminoa´cidos aroma´ticos, lo que hace
al proceso poco ideal. Debido a esto, nosotros abordamos una alternativa a estas estrategias.
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Cap´ıtulo 3
Enfoque, Hipo´tesis y Objetivos
3.1. Enfoque.
Como ha sido descrito en el Cap´ıtulo 1, se esta´n buscando nuevos procedimientos que nos
permitan remplazar a los actuales con motivo de aumentar la produccio´n de metabolitos de
alto valor, y al mismo tiempo procurar que dichos procesos tengan un menor impacto al
medio ambiente.
Debido a e´sto, se han realizado numerosos intentos para resolver este problema. Como se
menciona anteriormente, actualmente se utilizan te´cnicas moleculares como la duplicacio´n y
eliminaciones de genes para aumentar la acumulacio´n de algunos metabolitos, empero, el uso
de estas no son u´tiles en metabolitos que participan en funciones vitales de la ce´lula.
En e´ste trabajo se propone el uso de termorreguladores para el control en la produccio´n de
enzimas involucradas en la cata´lisis de reacciones implicadas con el shikimato. Al hacer uso
del control generado por estos interruptores gene´ticos podemos manipular la direccio´n del
flujo metabo´lico, que puede ser dirigido tanto a las funciones vitales como al cu´mulo del
mencionado producto, y de esta forma establecer una estrategia de produccio´n.
Haciendo empleo de la dualidad inherente que proporciona un termorregulador en control
de la traduccio´n del catalizador que interviene en las reacciones claves (37◦C:”encendido”,
25◦C:”apagado”), se propone un proceso que esta fraccionado en dos etapas (Fig.3.3)
30
Figura 3.1: En esta figura se representa el enfoque propuesto. 1) La etapa de produccio´n de biomasa, en la
cual se usara´ una temperatura de 37◦C que permitira´ la traduccio´n a la enzima clave, que subsecuentemente
dirigira´ el flujo metabo´lico a las funciones vitales. 2) La etapa de produccio´n del shikimato, en la cual se usara´




El control en el flujo metabo´lico mediado por el uso de termorreguladores de RNA provocara´
un aumento en la produccio´n de a´cido shik´ımico a comparacio´n de la cepa silvestre.
3.3. Objetivo General.
Aumentar la produccio´n de a´cido shik´ımico en Escherichia coli DH5α mediante el uso de
termorreguladores de RNA que controlen el flujo metabo´lico.
3.4. Objetivos Espec´ıficos.
1. Disen˜ar genes sinte´ticos que sean u´tiles para la regulacio´n del flujo metabo´lico en Esche-
richia coli DH5α.
2. Obtener una cepa de Escherichia coli DH5α transformada con las secuencias sinte´ticas
disen˜adas previamente.
3. Aislar e identificar las colonias recombinantes obtenidas.





4.1. Disen˜o y Estructuracio´n de genes sinte´ticos.
Para comprobar el concepto de que podemos manipular la direccio´n del flujo metabo´lico me-
diante el empleo de termorreguladores de RNA, nos enfocamos espec´ıficamente en la quinta
reaccio´n de la v´ıa del a´cido shik´ımico––en la cual el a´cido shik´ımico es convertido a a´cido
shik´ımico-3 fosfato (Morell H & Sprinson DB, 1968). Esta reaccio´n es catalizada por dos iso-
enzimas: shikimato cinasa I––codificada por el gen aroK––y shikimato cinasa II––codificada
por el gen aroL.
Fueron disen˜ados tres genes sinte´ticos, los cuales fueron estructurados de tal forma que cada
uno tenga un funcionamiento y regulacio´n adecuada. Por otra parte, todos los genes contienen
aditamentos que permiten que sean integrados al genoma e identificados cuando esto ocurra
(Figura 4.1). Tambie´n, se realizo´ el disen˜o de los primers utilizados tanto para la obtencio´n
de fragmentos lineales–secuencias de extraccio´n o EX–, como para la identificacio´n de los
genes integrados en el genoma—secuencias de identificacio´n o ID (Tabla 5.1). Para tener un
precedente de que los primer’s disen˜ados son exclusivos para los genes sinte´ticos se realizo´
una prueba in silico, en donde se asegura que e´stos no amplifiquen ninguna regio´n del genoma
del ge´nero Escherichia.
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La estrategia consiste en sustituir el gen aroL de la cepa salvaje integrando un gen que codi-
fica una prote´ına amarillo fluorescente––la cual servira´ como marcador de que se llevo´ a cabo
la integracio´n correctamente. Posteriormente, el gen sinte´tico disen˜ado con el aroL regulado
por medio del termorregulador U6 previamente descrito por Neupert en el 2009––es integra-
do en el genoma substituyendo el gen silvestre pkyF––el cual se encuentra involucrado en
la acumulacio´n del fosfoenol piruvato (precursor del a´cido shik´ımico). Por u´ltimo se integra
una pieza sinte´tica con terminadores de la transcripcio´n en el gen silvestre aroK, esto con
el fin de controlar el flujo de shikimato totalmente con la expresio´n de la enzima shikimato
cinasaII––de la cual es controlada su produccio´n empleando el termorregulador.
La bu´squeda de todas las piezas––tales como el promotor, genes codificantes de enzimas, ter-
minadores transcripcionales y otras secuencias accesorias––se llevo´ a cabo en bases de datos
como KEGG y NCBI (National Center for Biotechnology Information).
Estructurados dichos genes y primer’s, se solicito´ su s´ıntesis a una casa comercial (BIOBASIC
INC. y T4 oligo respectivamente)
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Figura 4.1: En esta figura observamos la estructura general de las piezas que fueron disen˜adas para la
construccio´n de la cepa. A)Pieza que codifica para una prote´ına amarillo fluorescente con sitios de homolog´ıa
para el gen silvestre aroL. B)Gen sinte´tico aroL controlado por el termorregulador U6––el cual trabaja en un
rango de temperaturas de 25◦C a 37◦C aproximadamente (Neupert, 2009)––, con el cual podemos controlar
la tasa de traduccio´n en respuesta a los cambios de temperatura. Dicho gen cuenta con sitios de homolog´ıa
compatibles con el gen silvestre pkyF. C)Pieza sinte´tica que cuenta con una regio´n separadora flanqueada
por dos terminadores de la transcripcio´n u´tiles para provocar un silenciamiento en el gen silvestre aroK.
Todas las piezas cuentan con las regiones:
EX:Estas secuencias ha sido disen˜adas para la produccio´n de fragmentos lineales del gen sinte´tico––clonado
en el pla´smido pUC57––por medio de una PCR (Estas secuencias son totalmente sinte´ticas y no se
encuentran en el genoma de E.coli).
RH:Secuencias de homolog´ıa. Estas son necesarias para llevar a cabo la recombinacio´n sitio espec´ıfica.
ID:Secuencias u´tiles para la identificacio´n de la pieza ya integrada en el genoma de manera sitio-espec´ıfica,
por medio de una PCR (estas secuencias son totalmente sinte´ticas y no se encuentran en el genoma de
E.coli).
TT:Terminador de la transcripcio´n. Se utilizaron dos, uno al inicio y otro al final; el que se encuentra al
inicio tiene como finalidad evitar un cambio en el marco de lectura.
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4.2. Construccio´n de la cepa
El diagrama general de la construccio´n de la cepa se muestra en la Figura 4.2.
Figura 4.2: Diagrama general de la construccio´n de la cepa modificada gene´ticamente.
A.Transformacio´n de E. coli con el pla´smido pKM208, dicho codifica para una triada de enzimas que permiten
la integracio´n de fragmentos lineales.
B.Realizacio´n de una PCR a los pla´smidos que contienen las secuencias disen˜adas con el fin de redirigir el
flujo metabo´lico, para obtener un gran nu´mero de copias lineales.
C.Integracio´n de los fragmentos lineales al genoma de E. coli mediada por la induccio´n del pla´smido pKM208.
D.Extraccio´n de DNA geno´mico y comprobacio´n de la integracio´n de las piezas por medio de una PCR dirigida
al antes mencionado.
E.Comprobacio´n de la existencia de los amplicones esperados por medio de una electroforesis en gel de
agarosa.
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4.2.1. Preparacio´n de las al´ıcuotas de reserva y trabajo: Genes
sinte´ticos y oligonucleo´tidos.
Oligonucleo´tidos:
Se realizo´ una al´ıcuota de reserva de cada oligonucleo´tido a una concentracio´n final de 100
µM. Posteriormente, se realizo´ una dilucio´n 1:10 para obtener una al´ıcuota de trabajo, de
dicha al´ıcuota se usaron 2µL por cada 50µL de reaccio´n de PCR.
Genes sinte´ticos:
Se solicito´ la s´ıntesis de los genes disen˜ados, por las casas comerciales GenScript y BioBasic
(recibidos en los pla´smidos pUC57-Amp y pUC57-Kan). Dichos genes se obtuvieron liofi-
lizados a una concentracio´n de 4 µg. Se realizo´ una reserva de cada gen sinte´tico a una
concentracio´n final de 1 µM. Posteriormente, se realizo´ una dilucio´n 1:10 para obtener una
al´ıcuota de trabajo, de dicha al´ıcuota se uso 1 µL para llevar a cabo la transformacio´n de
cada pla´smido.
4.2.2. Preparacio´n de la cepa Escherichia coli DH5α electrocom-
petente
Para llevar a cabo la transformacio´n por electroporacio´n, se realizo´ la preparacio´n de la cepa
electro-competente siguiendo el protocolo mencionado a continuacio´n (modificacio´n Sam-
brook, 2012):
REACTIVOS, MEDIOS, MATERIAL & EQUIPOS:
Incubadora con agitacio´n, centr´ıfuga con refrigeracio´n, espectrofoto´metro UV/visible, matraz
con 30 mL de medio LB Miller este´ril, tubos 1.5 mL este´riles, celdas para espectrofoto´metro,
pipetas de 1 mL, 200 µL y 20 µL, puntillas este´riles (amarillas y azules), agua miliQ, medio




Se inoculo´ una colonia en 5 a 10 mL de caldo LB (con antibio´tico si es el caso), e incubo´
toda la noche. Del cultivo anterior se ajusto´ 30 mL a una OD600 de 0.05 en un matraz
nuevo. Posteriormente, se crecio´ el cultivo bacteriano en los tubos a 37◦C con una agita-
cio´n de 200 rpm hasta una OD600 de 0.4. Se pre-enfrio´: centr´ıfuga, H2O miliQ, tubos de 1.5
mL, glicerol 10% y medio GYT (A partir de aqu´ı todo se realizo´ a 4◦C), y al obtener una
OD600 de 0.4, se tomo´ 1.5 mL, se pasaron a un tubo, y se centrifugo´ a 4500 rpm x 5 min a 4
◦C.
Se realizaron los siguientes lavados:
Lavado 1: Se agrego´ 1 mL de agua miliQ fr´ıa a cada tubo, se re-suspendio´ cuidadosamente
con la micro-pipeta. Se centrifugo´ a 14000 rpm x 1 min a 4◦C.
Lavado 2: Se agrego´ 500 µL de agua miliQ fr´ıa a cada tubo, se re-suspendio´ cuidadosamente
con la micro-pipeta. Se centrifugo´ a 14000 rpm x 1 min a 4◦C.
Lavado 3: Se agrego´ 20 µL de glicerol 10% fr´ıo a cada tubo, se re-suspendio´ cuidadosamente
con la micropipeta. Se centrifugo´ a 14000 rpm x 1 min a 4◦C.
Por u´ltimo se agrego´ 20 µ L de medio GYT fr´ıo a cada tubo, se re-suspendio´ cuidadosamente
con la micropipeta. Las al´ıcuotas resultantes fueron almacenadas a -20◦C.
4.2.3. Transformacio´n de la cepa de Escherichia coli DH5α elec-
trocompetente usando los pla´smidos que contienen los genes
sinte´ticos
Los pla´smidos de clonacio´n en los cuales se recibieron las piezas sintetizadas, fueron transfor-
mados por electroporacio´n en una cepa de Escherichia coli DH5α con el fin de tener mu´ltiples
copias de e´stos, y as´ı tener una cantidad considerable de DNA plasmı´dico para poder tra-
bajar. El protocolo que se llevo´ a cabo se menciona a continuacio´n (modificacio´n Sambrook,
2012):
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REACTIVOS, MEDIOS, MATERIAL & EQUIPOS:
Ce´lulas electrocompetentes, 100 ng de DNA plasmı´dico, medio GYT, placas de Agar-LB,
Electroporador: Eppendorf Eporator, Termomixer Eppendorf, tubos de 1.5 mL este´riles, cel-
das para electroporacio´n 0.2 cm.
PROCEDIMIENTO:
Se tomo´ una al´ıcuota de electrocompetentes (20 µL), se agrego´ aproximadamente 100 ng del
pla´smido y fueron incubadas 1 min en hielo (se incluyeron controles). Posteriormente, las
bacterias fueron transferidas con el DNA a la celda de 0.2cm (previamente enfriada), y fue
realizada la electroporacio´n dando un pulso a 2500V. Inmediatamente, se agrego´ 1 mL de
medio GTY, y se transfiriero´n las ce´lulas resuspendidas a tubos de 1.5 mL e incubados de 1
h a 2 h a 37◦C en el termomixer. Para finalizar, las al´ıcuotas fueron cultivadas por extensio´n
en cajas petri con Agar-LB junto con el antibio´tico (50 ppm) o marcador correspondiente.
4.2.4. Seleccio´n de colonias transformadas y extraccio´n de DNA
plasmı´dico (Protocolo de l´ısis alcalina: mini preparacio´n).
Se seleccionaron las colonias transformadas exitosamente, se cultivaron en medio liquido toda
la noche, posteriormente se extrajo el DNA plasmı´dico por medio de l´ısis alcalina usando el
siguiente protocolo (modificacio´n Sambrook, 2012):
REACTIVOS, MEDIOS, MATERIAL & EQUIPOS:
Soluciones I,II,III (anexo), etanol absoluto, etanol 70%, agua miliQ con RNA’sas (10 mg/mL,
tubos 1.5 mL este´riles, centr´ıfuga, incubadora, congelador -20◦C, vortex.
PROCEDIMIENTO:
Para iniciar, se centrifugo´ 1.5 mL de cultivo a 14,000 rpm/30 s y se tiro´ el sobrenadante en
un recipiente con jabo´n.
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Se agregaron 200 µL de Sol I: se mezclo´ en vortex e incubo´ 5 min a temperatura ambiente.
(Hasta que la pastilla se desbarato, se puede usar una micropipeta para re-suspender la pas-
tilla).
Se agregaron 200 µL Sol II: se mezclo´ por inversio´n e incubo´ 5 min a temperatura ambiente.
Se agregaron 200 µL Sol III: se mezclo´ por inversio´n e incubo´ 5 min en hielo.
Se centrifugo´ a 14,000 rpm/5 min.
El sobrenadante fue tomado para pasarlo a un tubo nuevo y fue agregado etanol 100% 1
mL, despue´s, se incubo´ -20◦C/10 min (Desde 10 min a 2 h). Al haber transcurrido dicho
tiempo, fue centrifugado a 14,000 rpm/10 min y se elimino´ el sobrenadante. Se agregaron
200 µL de etanol 70% y llevar a vortex (La pastilla puede soltarse del tubo, si no lo logra
dejarla as´ı), y nuevamente se centrifugo´ a 14,000 rpm/5 min, y fue retirado el sobrenadante
con puntilla. Posteriormente, se dejo´ secar la pastilla a 37◦C entre unos 5 a 10 min en incuba-
dora. Finalmente, se agregaron 20µL de agua miliQ con RNAsa y fue resuspendido en vortex.
Se corrio´ un gel de agarosa al 0.7% y/o almacenar a 4◦C.
4.2.5. Electroforesis de agarosa (DNA plasmı´dico).
Se corrio´ un gel de DNA plasmı´dico, con el fin de observar su integridad, en un gel de agarosa
al 0.7% usando la solucio´n tampo´n TAE al 1X, cargando en el gel una mezcla de 1.5 µ L
de jugo azul (anexo), 1.5 µL de GelRed y 3-5 µL de cada muestra (modificacio´n Sambrook,
2012).
4.2.6. PCR de Extraccio´n.
Se utilizo´ la reaccio´n en cadena de la polimerasa dirigida a las secuencias de extraccio´n para
la amplificacio´n de los genes de intere´s presentes en el pla´smido, y de esta manera tener
una gran cantidad de fragmentos lineales de los genes sinte´ticos, que posteriormente sera´n
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integrados. El protocolo usado se menciona a continuacio´n (modificacio´n Sambrook, 2012).
RECCIO´N 1X (50µL CONCENTRACIO´N FINAL):
Buffer 10X: 5µ L
dNTP’s 10mM: 1µL
Primer derecho 10mM: 2µL
Primer izquierdo 10mM: 2µL
Taq polimerasa(GenScript) : 0.25µL
DNA: aproximadamente 100ng
H2O miliQ: Completar a 50µL
PROGRAMA:
Desnaturalizacio´n inicial: 5 min a 95◦C
Desnaturalizacio´n: 1 min a 95◦C (20 ciclos)
Alineamiento: 1 min a 53◦C (20 ciclos)
Polimerizacio´n: 2 min a 72◦C (20 ciclos)
Extensio´n final: 5 min a 95◦C
4.2.7. Electroforesis de agarosa (PCR de extraccio´n)
Se corrio´ un gel de los ampliaciones producto de la PCR de extraccio´n, con el fin de observar
su adecuada amplificacio´n y su integridad, en un gel de agarosa al 1.5%–debido a que el
taman˜o de los fragmentos var´ıan desde ma´s de 1 kpb hasta 250 pb aproximadamente–usando
la solucio´n tampo´n TAE al 1X, usando una mezcla 1.5 µ L de jugo azul, 1.5 µL de GelRed
y 3-5 µL de cada muestra (modificacio´n Sambrook, 2012).
4.2.8. Purificacio´n de productos de PCR de extraccio´n.
Se purificaron los productos de la PCR de extraccio´n para aumentar la probabilidad de e´xito
en la transformacio´n, eliminando sales de los buffer que puedan interferir en la electropora-
cio´n. Se uso´ el siguiente protocolo (Murphy, et al, 2003):
PROCEDIMIENTO: Para iniciar, se precipitaron los productos de PCR usando 5 µL de
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acetato de sodio 3M pH 7 y 150 µL al 100% de etanol. Se mezclo´ bien e incubo´ durante 5
min a -80◦C o 30 min a -20◦C, posteriormente fueron centrifugados a 14000 rpm durante 5
min. Se lavo´ cuidadosamente la pastilla formada con 500 µL de etanol al 70%, y nuevamente
se centrifugo´ a 14000 rpm durante 5 min. Por u´ltimo, se seco´ la pastilla a 37◦C entre 5 y 10
min, y fue re-suspendida en 5 µL de Tris-HCl 10 mM pH 8.
4.2.9. Integracio´n sitio dirigida de fragmentos lineales al genoma.
Para llevar a cabo la integracio´n sitio dirigida de los productos del PCR de extraccio´n se siguio´
el protocolo propuesto por Murphy y colaboradores. con algunas modificaciones (Murphy, et
al, 2003).
REACTIVOS, MEDIOS, MATERIAL & EQUIPOS:
Incubadora con agitacio´n, centr´ıfuga con refrigeracio´n, espectrofoto´metro UV/visible, Elec-
troporador: Eppendorf Eporator, Termomixer Eppendorf, matraz con 30 mL medio LBMiller,
tubos de vidrio con 5 mL de medio LB Miller este´riles, tubos 1.5 mL este´riles, celdas para
electroporacio´n 0.2 cm, celdas para espectrofoto´metro, pipetas de 1mL, 200µL y 20µL, pun-
tillas este´riles (amarillas y azules), E. coli transformada con pKM208, productos de PCR de
extraccio´n, IPTG, agua miliQ, medio GYT este´ril, solucio´n este´ril de glicerol 10%, placas de
Agar-LB
PROCEDIMIENTO:
Una colonia de E. coli ya transformada con el pla´smido pKM208 fue inoculada en 5 a 10
mL cultivo de LB con ampicilina 100 ppm, fue incubada toda la noche a 30◦C. Del cultivo
anterior se ajusto´ 30 mL a una OD600 de 0.05 en un nuevo matraz y se incubo´ a 30◦C con
una agitacio´n de 200 rpm hasta una OD600 0.4. Se pre-enfrio´ equipo y materiales a 4◦C, y al
ser alcanzada la densidad o´ptica deseada, se tomaron 1.5 mL y fueron pasados a un tubo de
la misma capacidad, para que el IPTG fuera agregado a una concentracio´n final 1 mM. Se
incubo´ a 42◦C por 1.5 h a 4500 rpm por 5 min a 4◦C y se realizaro´n los siguientes lavados:
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Lavado 1: Se agragaron 1 mL de agua miliQ fr´ıa a cada tubo, se re-suspendio´ cuidadosamente
con la micro-pipeta. Se centrifugo´ a 14000 rpm x 1 min a 4◦C.
Lavado 2: Se agragaron 500 µL de agua miliQ fr´ıa a cada tubo, se re-suspendio´ cuidadosa-
mente con la micro-pipeta. Se centrifugo´ a 14000 rpm x 1 min a 4◦C.
Lavado 3: Se agragaron 20 µL de glicerol 10% fr´ıo a cada tubo, se re-suspendio´ cuidadosa-
mente con la la micropipeta. Se centrifugo´ a 14000 rpm x 1 min a 4◦C.
Posteriormente, se agragaron 20 µL de medio GYT fr´ıo a cada tubo, se re-suspendio´ cuida-
dosamente con la micropipeta.
Por cada al´ıcuota (20 µL), se agragaron aproximadamente 500 ng del producto de PCR
purificado e incubo´ 1 min en hielo (incluyendo control negativo sin producto de PCR). A
continuacio´n, las bacterias con el DNA fueron agregadas a la celda de 0.2 cm y se realizo´ la
electroporacio´n dando un pulso a 2500V, inmediatamente, fue agregado 1 mL de medio GTY,
y se paso´ a tubos de 1.5 mL e incubar de 1 h a 2 h a 37◦C en el termomixer. Finalmente, las
al´ıcuotas fueron cultivadas por extensio´n en cajas petri con Agar-LB.
4.2.10. Extraccio´n de DNA geno´mico.
Para comprobar que la cepa fue transformada exitosamente se seleccionaron las colonias
obtenidas y se realizo´ la extraccio´n de DNA geno´mico usando el kit comercial One-4-ALL
Genomic DNA Miniprep Kit de la marca BIOBASIC, usando el protocolo sen˜alado en su
instructivo.
4.2.11. PCR de Identificacio´n.
Se utilizo´ la reaccio´n en cadena de la polimerasa dirigida a las secuencias de identificacio´n
de los genes integrados en el genoma, y de esta manera identificar que la integracio´n sitio
dirigida fue llevada a cabo correctamente. El protocolo usado se menciona a continuacio´n
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(modificacio´n Sambrook, 2012).
RECCIO´N 1X (50µL CONCENTRACIO´N FINAL):
Buffer 10X: 5µL
dNTP’s 10mM: 1µL
Primer derecho 10mM: 2µL
Primer izquierdo 10mM: 2µL
Taq polimerasa: 0.25µL
DNA: aproximadamente 200ng
H2O miliQ: Completar a 50µL
PROGRAMA:
Desnaturalizacio´n inicial: 10 min a 95◦C
Desnaturalizacio´n: 1 min a 95◦C (40 ciclos)
Alineamiento: 1 min a 53◦C (40 ciclos)
Polimerizacio´n: 2 min a 72◦C (40 ciclos)
Extensio´n final: 5 min a 95◦C
4.2.12. Electroforesis de agarosa (PCR de identificacio´n)
Se corrio´ un gel de los amplicones producto de la PCR de identificacio´n, con el fin de observar
su adecuada amplificacio´n y su integridad, en un gel de agarosa al 1.5% usando el buffer TAE
al 1X, cargando en el gel una mezcla de 1.5 µL de jugo azul, 1.5 µL de GelRed y 3-5 µL de
cada muestra (modificacio´n Sambrook, 2012).
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4.3. Produccio´n y deteccio´n de shikimato
4.3.1. Produccio´n y extraccio´n de a´cido shik´ımico
PRODUCCIO´N:
Para la produccio´n de a´cido shik´ımico se tomo´ una colonia, tanto de la cepa silvestre como la
cepa transformada con el termorregulador, y se inoculo´ en 30 mL de medio M9 con 0.4% de
glucosa por toda la noche. Se hicieron nuevos cultivos en 100 mL (por triplicado) de medio
M9 con 0.4% de glucosa para ambas cepas y fueron ajustados con una densidad o´ptica de
0.05 a 600nm usando los cultivos iniciales, posteriormente estos fueron incubados a 37◦C por
20 horas. Transcurridas las 20 horas se midio´ la densidad o´ptica a 600 nm y la concentracio´n
de glucosa mediante la determinacio´n de azucares reductores empelando DNS (Gonc¸alves et
al., 2010), se agrego´ glucosa (en solucio´n previamente esterilizada por filtracio´n) a una con-
centracio´n final de 200 mg por matraz y se incubaron por otras 20 horas a 25◦C. Tras acabar
la u´ltima fase de incubacio´n se midio´ tanto densidad o´ptica a 600nm, como la concentracio´n
de glucosa final y la produccio´n de shikimato.
EXTRACCIO´N:
Tras transcurrir las 20 horas de produccio´n de shikimato a una temperatura de 25◦C, se tomo´
1.5 mL de cada cultivo y se pasaron a un micro-tubo de 1.5 mL, se centrifugaron a 1400 rpm
por un minuto, y con cuidado se tomo´ 1mL del sobre-nadante a tubos nuevos (Escalante et
al., 2010).
4.3.2. Deteccio´n y cuantificacio´n a´cido shik´ımico
La cuantificacio´n del a´cido shik´ımico se llevo´ a cabo por HPLC-PDA de acuerdo con el me´to-
do reportado por Avula y colaboradores (Avula et al., 2009) con una ligera modificacio´n.
Las muestras, previamente purificadas en membranas de nylon (0.45µm, VWR, Radnor, PA,
USA), fueron inyectadas (10µL) en el sistema de HPLC, que se compone de una bomba
cuaternaria, un muestreador automa´tico, y un detector de matriz de diodos (1260 Infinity,
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Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU.).
El a´cido shik´ımico se separo´ en una columna NH−2 Fide 4,6 250 mm, 5 m, (Luna, Phenome-
nex, Torrance, CA, EE.UU.) y se mantuvo a 30◦C. Las fases mo´viles consist´ıan en: 10 mM
de KH2PO4 que se ajusto´ a pH 4.8 con a´cido ortofosfo´rico (fase A) y metanol (fase B). El
programa de elucio´n fue: 0/50, 12/50, 20/0, 30/0 y 45/50 (min/% Fase A) a un flujo cons-
tante de 1 mL / min. Los datos cromatogra´ficos fueron procesados con el software OpenLAB
CDS ChemStation (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU.).
La longitud de onda de deteccio´n fue a 210 nm y el a´cido shik´ımico se identifico´ por compara-
cio´n del tiempo de retencio´n con un el de esta´ndar (pureza del 99%) . Para la cuantificacio´n
de a´cido shik´ımico, se preparo´ un par de curvas esta´ndar del compuesto, una en un rango de




5.1. Disen˜o y Estructuracio´n de genes sinte´ticos.
El resultado de la prueba de PCR en in silico (San Milla´n RM et al., 2013) utilizando los
primer’s (ID) disen˜ados ante el genoma de varias cepas de la especie Escherichia coli nos
arroja que estos no amplifican en ninguna regio´n del genoma de las especies probadas (Figu-
ra 5.1). Lo que nos deja un precedente para poder utilizar este par de primers para identificar
secuencias sinte´ticas integradas en el genoma de E.coli
Figura 5.1: Resultado de PCR in silico dirigido al genoma de Escherichia coli.
En el presente trabajo abordo´ el uso de los termorreguladores para el control del flujo me-
tabo´lico en microorganismos, como una opcio´n o herramienta para la maximizacio´n en la
produccio´n de metabolitos de alto intere´s,–el shikimato en este caso–en la cual se tienen
como ventajas ante uso de plantas o vegetales de consumo humano (Becerra-Moreno et al.,
2015), la produccio´n en reactores evitando el uso de extensiones grandes de tierra cultivable
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y del uso de alimentos comestibles para la produccio´n. Por otro lado, como se ha demostrado
en otros trabajos (Chen et al., 2012; Escalante et al.., 2010), la eliminacio´n de los genes aroK,
aroL, ydiB, pkyF y pkyA; y sobre-expresio´n de genes como tktA, glk, aroE y aroB en E.coli,
puede conducir a una acumulacio´n de shikimato, sin embargo, es necesaria una gran canti-
dad de fuente de carbono y el uso de aminoa´cidos aroma´ticos–los cua´les son econo´micamente
costosos y no convenientes en procesos ha gran escala.
En el 2003, Murphy y colaboradores (Murphy, et al, 2003) emplearon la metodolog´ıa de inte-
gracio´n de fragmentos lineales mediada por el uso de un pla´mido que expresa genes del fago
red λ. En este trabajo se usan regiones de homolog´ıa como secuencias accesorias––las cuales
fueron agregadas por PCR, a comparacio´n de lo realizado en este trbajo, donde se sintetizo´ la
pieza ya con estas regiones––, las cuales ten´ıan un taman˜o aproximado de 50pb por extremo,
un porcentaje de G/C aproximadamente de 50. El disen˜o de las regiones de homolog´ıa se
realizaron con base en dichas caracter´ısticas, al mismo tiempo ya disen˜adas se alinearon con
el genoma de E. coli para restringir la integracio´n al lugar deseado.
Primer Secuencia Temperatura de
desnaturalizacio´n
EX forward TGC CAC CTG ACG TCT AAG
AAG ATA TC
58◦C
EX reverse ATT ACC GCC TTT GAG TGA
GCG ATA TC
59◦C
ID forward TTT CTG GCG ATG ATG GCG
ATG
59◦C
ID reverse CGA CGC TAT GAT TCC CTC
TCC
58◦C
Tabla 5.1: En esta tabla tenemos la lista de primer’s disen˜ados para la obtencio´n de fragmentos lineales
y la identificacio´n de piezas integradas al genoma con sus respectivas secuencias y temperaturas de
desnaturalizacio´n.







5.2. Construccio´n de cepa
Como evidencia de la construccio´n de la cepa con las piezas disen˜adas tenemos el gel de elec-
troforesis de la extraccio´n de DNA plasmı´dico (Figura 5.2)––en el cual podemos constatar la
integridad de los pla´smidos integrados en Escherichia coli.
Figura 5.2: Gel de electroforesis al 0.8% de agarosa ten˜ido con GelRed 6x (GenScript). En esta figura se
aprecian las conformaciones del DNA plasmı´dico y la de los pla´smidos: pKM208, pUC57-YFP, pUC57-aroL
y pUC57-aroK.
A partir del DNA plasmı´dico se realizo´ una PCR de extraccio´n (PCR dirigida a la regio´n EX)
con el fin de obtener una cantidad suficiente de fragmentos lineales para poder posteriormen-
te realizar la integracio´n. Como resultado de dicha PCR, se obtuvo un gel de electroforesis
(Figura 5.3), en donde las bandas correspondieron a los taman˜os teo´ricos esperados al com-
pararlas con el marcador ”PCR plus”de la marca GenScript–el cual cuenta con bandas en
un rango de 100pb a 3kpb.
Como resultado de la integracio´n de los fragmentos lineales de YFP, aroL y aroK por medio de
electroporacio´n a una cepa de E. coli DH5α––la cual conten´ıa el pla´smido pKM208––obtuvimos
una cepa que emite una fluorescencia amarilla, las cuales son resultantes de la expresio´n del
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Figura 5.3: Gel de electroforesis al 1.5% de agarosa ten˜ido con GelRed 6x (GenScript). PCR de extraccio´n:
en el primer carril tenemos el marcador de peso molecular ”PCR plus”de la marca GenScript, y en los carriles
3, 4 y 7 tenemos los amplicones de las piezas YPF, aroL y aroK respectivamente.
gen YFP integrado en el genoma (Figura 5.4). De igual forma se obtuvo como evidencia el
gel de electroforesis de la extraccio´n de DNA geno´mico (Figura 5.5) y una PCR de identi-
ficacio´n (dirigido a las regiones ID) para cerciorarse que los fragmentos se hayan integrado
correctamente, la cual se evidencio con un gel de electroforesis (Fig. 5.6) en donde las ban-
das correspondieron a los taman˜os teo´ricos esperados al compararlas con el marcador ”PCR
plus”de la marca GenScript.
Figura 5.4: Comparacio´n de cepa silvestre de Escherichia coli (izquierda) contra cepa transformada (dere-
cha)––la cual contiene el gen de la prote´ına amarillo fluorescente––irradiadas con luz UV en transiluminador.
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Figura 5.5: Gel de electroforesis al 0.8% de agarosa ten˜ido con GelRed 6x (GenScript). En dicho gel se
puede observar la integridad del DNA geno´mico.
Figura 5.6: Gel de electroforesis al 1.5% de agarosa ten˜ido con GelRed 6x (GenScript). PCR de identifi-
cacio´n: en el primer carril tenemos el marcador de peso molecular ”PCR plus”de la marca GenScript, y en
el segundo carril tenemos tres bandas correspondientes a los amplicones provenientes de la PCR de DNA
geno´mico (YFP, aroL y aroK integrados al genoma).
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5.3. Produccio´n y deteccio´n de a´cido shik´ımico
De la fase de produccio´n de shikimato tanto en la cepa control, como la cepa modificada
gene´ticamente obtuvimos los siguientes datos (Tabla 5.2): en la fase de produccio´n de bio-
masa a 37◦C observamos un mayor aumento en la densidad o´ptica (OD600) por parte de la
cepa modificada a comparacio´n de la cepa control, 4 y 2 respectivamente–lo cual sugerimos
que pudo ser causado por el cambio de promotores regulables por los aminoa´cidos aroma´ticos
(cepa silvestre), por los promotores constitutivos (cepa modificada)–, y con un consumo de
glucosa similar, 93% y 98% respectivamente, empero, en la fase de produccio´n de shikimato
a 25◦C la cepa control aumento en densidad o´ptica hasta 3.1 con un consumo de 68%. El
aumento de la densidad o´ptica de la cepa modificada en esta etapa solo fue de 0.4 unidades
ma´s a comparacio´n de la hora 20, haciendo uso de un 86% de la glucosa disponible, con
lo que podemos sugerir que la fuente de carbono puede ser dirigida para la produccio´n del
metabolito de intere´s.
Para la cuantificacio´n de azu´cares reductores fue realizada una curva de calibracio´n la cual
es mostrada en la figura 5.7.





















0.05 0 2 98 3.1 68
Cepa modi-
ficada
0.05 0 4 93 4.3 86
Tabla 5.2: En esta tabla observamos los resultados de la produccio´n de shikimato en E. coli fraccionada
en 2 fases. Al pasar las 20 horas de produccio´n a 37◦C, la cepa silvestre alcanzo´ una OD600 de 2, por otro
lado la cepa modificada obtuvo una OD600 de 4. En cuanto al consumo de glucosa de la cepa silvestre es del
98% y de la cepa modificada del 93%. En la segunda parte del proceso de 20 horas a 25◦C, la cepa silvestre
alcanzo´ una OD600 de 3.1 y la cepa modificada una OD600 de 4.3. El consumo de glucosa de la cepa Silvestre
en esta etapa es del 68% y de la cepa modificada del 86%.
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Figura 5.7: Curva de calibracio´n de concentracio´n de azu´cares reductores realizada mediante distintas
concentraciones de glucosa (0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1 mg/mL).
En la cuantificacio´n por cromatograf´ıa obtuvimos un tiempo de retencio´n del shikimato de
7.5 minutos en ambas cepas, el cual coincide con nuestro esta´ndar aute´ntico (a´cido shik´ımico
≥99%, Sigma Aldrich, Inc., St. Louis, MO 63103 USA). De acuerdo con la curva de calibra-
cio´n realizada (Figura 5.8), los promedios de las a´reas obtenidas son de 6690.6 para la cepa
silvestre y de 12679.7 para la cepa modificada, corresponden a una concentracio´n promedio
de 4.25 mg/L y 7.84 mg/mL respectivamente (Figura 5.9).
Figura 5.8: Curva de calibracio´n de a´cido shik´ımico realizada mediante distintas concentraciones de un
esta´ndar de a´cido shik´ımico (3 ppm,6 ppm, 12 ppm, 20 ppm, 30 ppm y 60 ppm).
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Figura 5.9: Cromatograma de las muestras––cepa silvestre (parte superior) y cepa modificada (parte infe-
rior)––donde podemos observar que el tiempo de retencio´n es de 7 minutos. Se obtuvo un promedio de a´rea
de 6690.6 y 12679.7 para la cepa silvestre y la cepa modificada, respectivamente.
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Seguidamente de la normalizacio´n de las cepas respecto a la OD600, obtenemos una aumento
en la produccio´n de shikimato de un 33% en la cepa modificada con respecto a la cepa control
(Figura 5.10).
Figura 5.10: Comparacio´n en la produccio´n de shikimato entre la cepa silvestre y la cepa modificada. A)
Comparacio´n del promedio de las a´reas bajo la curva del tiempo de retencio´n reportado entre ambas cepas.
B) Comparacio´n de la concentracio´n promedio de a´cido shik´ımico obtenido por ambas cepas–tomando como
referencia la curva de calibracio´n realizada. C) Comparacio´n de la concentracio´n promedio de a´cido shik´ımico
despue´s de haber normalizado las muestras a 1 de OD600. Obteniendo un aumento del 33% en la produccio´n
de shikimato por parte de la cepa modificada.
Finalmente, se realizo´ un ana´lisis de varianza de un factor para comprobar que hab´ıa una
diferencia significativa en la produccio´n de shikimato entre ambas cepas, tomando en cuenta
que ambas siguieron el mismo protocolo de produccio´n (Figura 5.11), teniendo como resulta-
do una diferencia significativa en la produccio´n de shikimato entre ambas cepas con un 99%
de probabilidad, dando sustento a la hipo´tesis planteada.
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Figura 5.11: Ana´lisis de varianza de un factor (ANOVA) de los resultados en la produccio´n de shikimato
entre la cepa silvestre y la cepa modificada gene´ticamente. Los resultados muestran una diferencia significativa
entre ambas cepas con una probabilidad del 99%.
Actualmente, no se ha encontrado en la literatura consultada ningu´n trabajo que haya podido
controlar el flujo metabo´lico de manera extr´ınseca y reversible, la cual es el mayor aporte de
esta investigacio´n. Esta tecnolog´ıa abre las puertas a ma´s investigacio´n en el a´rea, esperando
que en un futuro, al combinar las te´cnicas moleculares ya existentes haya un mejor control y un
aumento considerable en la produccio´n de metabolitos de de alto valor, en comparacio´n a los
datos ya existentes (Chen et al., 2012; Escalante et al., 2010). En este trabajo se construyo´ una
cepa con secuencias disen˜adas para este´ fin, las cuales examinando las evidencias moleculares
(presencia de fluorescencia en la cepa resultante y geles de electroforesis de extracciones de
DNA y PCRs dirigidos espec´ıficamente para las regiones disen˜adas de la cepa construida por
medio de primers espec´ıficos), evidencian la correcta construccio´n de la antes mencionada.
En el 2009 Nuepert y colaboradores, comprobaron en su trabajo que la presencia de el
termorregulador U6 era el encargado de la sobre expresio´n de la prote´ına verde fluorescente
a la que regulaba. En este trabajo se realizaron retrotrancripcio´n y PCR dirigida al RNA de
dicho gen, obteniendo como resultado la misma cantidad de RNA mensajero. De esta forma
concluyeron que los cambios de temperatura no influ´ıa en la cantidad de prote´ına producida,
siendo el termorregulador el u´nico responsable. Gracias a esta antecedente, aunado con el
aumento significativo de la produccio´n de shikimato en la cepa transformada y regulada con
el termorregulador de RNA, nosotros atribuimos el cambio en la produccio´n a este feno´meno.




En el presente trabajo se establecio´ una estrategia para el redireccionamiento del flujo me-
tabo´lico, en la cual se puede controlar la fuente de carbono para la produccio´n de biomasa y
de shikimato. Para lograr esto, se realizo´ el disen˜o de los genes sinte´ticos, los cuales, fueron
u´tiles para la regulacio´n del flujo metabo´lico Escherichia coli DH5α.
Mediante la transformacio´n con las secuencias sinte´ticas disen˜adas previamente, se obtuvo
una cepa recombinante de Escherichia coli DH5α, la cual fue indentificada y aislada con e´xito.
Ya disen˜ada y construida nuestra cepa recombinante de Escherichia coli DH5α se detecto´ y
midio´ la produccio´n de shikimato, obteniendo como resultado un aumento en la produccio´n
de shikimato mediante el uso de termorreguladores de RNA que controlan el flujo metabo´lico.
Por u´ltimo, debido a las evidencias presentadas podemos concluir que fue posible control en




10% (v/v) de glicerol.
0.125% (m/v) de extracto de levadura.
0.25% (m/v) de triptona.
Esterilizar por filtracio´n (Sambrook et al., 2012).
Medio LB
Para un litro (usar agua desionizada):
10g de triptona.
5g de extracto de levadura.
10g de NaCl.
Esterilizar en autoclave (Sambrook et al., 2012).
Medio M9
1X de sales M9:







0.4% de fuente de carbono.
Agua este´ril.
Esterilizar sales en autoclave y el resto por filtracio´n (Sambrook et al., 2012).
Soluciones para extraccio´n de DNA plasmı´dico (lisis alcalina)
Solucio´n I (200mL)
5mL de Tris HCl 1M (pH 8.0)
4mL de EDTA 0.5M (pH 8.0)
Aforar con agua destilada a 200mL
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Solucio´n II (200mL)
4mL de NaOH 10N
2.0g SDS
Aforar con agua destilada a 200mL
Solucio´n III (200mL)
58.8g de acetato de potasio
23.0mL de a´cido ace´tico
Aforar con agua destilada a 200mL
TAE buffer (1L a 10X)
48.4g de Tris base
11.4mL de a´cido ace´tico glaciar
3.7g de EDTA
Jugo azul 1X
3 ml Glicerol absoluto (Concentracio´n final, 30%)
25 mg Azul de Bromofenol (Concentracio´n final 0.25%)
25 mg Xilencianol (Concentracio´n final 0.25%)
H2O destilada hasta 10mL
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